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要旨 
 
 CD4+CD25-LAG3+ 制御性 T 細胞 (LAG3+ Treg) は転写因子 Egr2 を特異
的に発現する。EGR2 は SLE の疾患感受性遺伝子であることより、LAG3+ Treg
細胞による液性免疫制御機構につき検討した。その結果、LAG3+ Treg 細胞は
TGF-β3 産生を介して Tfh 細胞、GCB 細胞分化を抑制した。また、T 細胞特異的
Egr2/Egr3 欠損マウスは SLE 様病態を呈し、LTBP-3 誘導不全による LAG3+ Treg
細胞の TGF-β3 分泌障害がその病態形成に関与していた。本知見は、LAG3+ Treg
細胞および TGF-β3 を用いた自己免疫疾患の新規治療法開発の礎となると考え
られた。 
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序文  
 
自己免疫疾患は多数の疾患の総称であるが、その多くは自己抗体を産
生するという特徴を持つ。健常人における免疫システムは、自己組織または内
因性抗原に対して免疫応答をおこさない。この状態は免疫学的寛容 (トレラン
ス) として知られている。T 細胞および B 細胞の異常はトレランスの破綻を導き、
自己抗体産生機序において中心的な役割を果たしていると考えられている。 
病原性を有する自己抗体の多くは体細胞高頻度突然変異  (somatic 
hypermutation) および、クラススイッチ組換えを起こした高親和性
immunoglobulin G (IgG) である[1]。通常、高親和性抗体は、二次リンパ組織内で
ナイーブ B 細胞 (naïve B 細胞) が抗原に暴露された後、濾胞性ヘルパーT 細胞 
(follicular helper T cells: Tfh 細胞) による刺激によって胚中心領域に誘導され、胚
中心 B 細胞 (germinal center B cells: GCB 細胞) として体細胞高頻度突然変異、
クラススイッチ組換えを起こし、最終的にメモリーB 細胞およびプラズマ細胞
へと分化する過程を経て産生されるようになる[2]。よって、高親和性自己抗体
産生機序において胚中心応答の異常は極めて重要な位置を占めると考えられる。 
抗 dsDNA 抗体といった抗核抗体など多様な自己抗体産生を特徴とし、
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多臓器に炎症を認める全身性エリテマトーデス (systemic lupus erythematosus: 
SLE) では、末梢血の Tfh 細胞数は病勢と相関して増加を認めることや[3]、二次
リンパ濾胞における自己反応性 B 細胞排除の障害を認めることなどが報告され
ている[4]。また、New Zealand Black/White (NZB/W) F1 マウス、Roquinsan/san 
(sanroque) マウスなどの SLE モデルマウスでも過剰な胚中心応答が認められ[1, 
5, 6]、Sanroque マウスに胚中心形成に必要な転写因子 B-cell CLL/lymphoma 6 
(Bcl-6) のハプロ不全を伴うと、SLE様症状が減弱することが報告されている[7]。
また、シェーグレン症候群患者の唾液腺では過剰な胚中心応答を認め、胚中心
に存在する GCB 細胞はシェーグレン症候群に特徴的な抗核抗体である抗 SS-A、
SS-B 抗体を産生するという報告もある[8]。以上より自己抗体産生において中心
的役割を担う Tfh 細胞および GCB 細胞の制御システムの解明は、SLE を含む自
己抗体産生を介した各種自己免疫疾患の新規治療法開発に直結する。 
一方、T 細胞による自己免疫制御機構において最も重要な細胞サブセッ
トとして制御性 T 細胞 (regulatory T cells: Treg 細胞) が知られている。Treg 細胞
は分化誘導の側面から、胸腺で誘導される内因性 Treg 細胞 (naturally occurring 
regulatory T cells: nTreg 細胞) および、末梢で誘導される Treg 細胞 (inducible 
regulatory T cells: iTreg 細胞) に大別される[9]。 
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坂口らにより報告された CD4+CD25+ Treg 細胞 (CD25+ Treg 細胞) は代
表的 nTreg 細胞であり[10]、そのマスター制御遺伝子として転写因子 forkhead box 
P3 (Foxp3) が同定されている。ヒト FOXP3 遺伝子の機能異常は IPEX (immune 
dysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked) 症候群という全身性自己
免疫疾患の発症を引き起こす。臨床症状として、難治性下痢、皮膚炎、甲状腺
機能低下症、I 型糖尿病などの多発性内分泌異常、溶血性貧血、血小板低下を認
め、生後数ヶ月以内に敗血症または低栄養にて死亡することが多い[11]。また、
マウスにおいても Foxp3 遺伝子の機能異常を認める scurfy マウスが知られてお
り、皮膚、肝臓、肺を中心とした多臓器に炎症を認め、生後 1 ヶ月以内に死亡
することが知られている[12]。 
近年、二次リンパ濾胞内の免疫応答抑制に関連した CD25+ Treg 細胞サ
ブセットとして、濾胞内に存在する CXCR5+CD25+ Treg 細胞 (follicular regulatory 
T cells: Tfr 細胞) が３つの独立したグループより報告された[13, 14, 15]。この Tfr
細胞は nTreg 細胞より分化し[13]、Foxp3、glucocorticoid-induced TNFR family 
related gene (GITR)、cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA-4) といった
CD25+ Treg 細胞に特徴的な遺伝子発現プロファイルを有すると同時に、Bcl-6、
C-X-C chemokine receptor type 5 (CXCR5)、programmed cell death1 (PD1)、inducible 
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T-cell co-stimulator (ICOS) といったTfh細胞に特徴的な遺伝子発現プロファイル
も併せ持つ[16]。Tfr 細胞は、Tfh 細胞において GCB 細胞の誘導に重要な CD40L、
インターロイキン (interleukin: IL) -4、IL-21 を発現せず、負の補助刺激受容体で
ある CTLA-4 を介して GCB 細胞の誘導を制御する[15]。また、Tfr 細胞およびヒ
トとの関連について、ヒト FOXP3 遺伝子の機能異常によって引き起こされる
IPEX症候群の末梢血では健常人と比較して抗核抗体を産生するB細胞が増加す
るという報告もある[17]。以上のことより CD25+ Treg 細胞は自己抗体産生を介
する自己免疫疾患発症制御において重要な役割を果たしていると考えられる。
しかしながら IPEX 症候群では SLE に特徴的な血清抗 dsDNA 抗体価上昇や糸球
体腎炎の症状などは稀である[18]。このことは nTreg 細胞以外にも SLE の病態を
制御する Treg サブセットが存在する可能性を示唆している。 
iTreg 細胞には末梢で誘導される Foxp3+ iTreg 細胞[19]、 Type I Treg 細
胞 (Tr1 細胞) [20]等が現在までに報告されている。Tr1 細胞は抑制性サイトカ
イン IL-10 を大量に産生する代表的な iTreg 細胞であり、in vitro では IL-27 およ
び TGF-β1 によって誘導され[20]、マウスにおける腸炎や自己免疫性脳脊髄炎を
抑制することが知られている[21]。しかしながら近年まで Tr1 細胞に関する特異
的細胞表面マーカーやマスター制御遺伝子は不明なままであり、その同定はサ
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イトカインプロファイルに依存している現状があり、このことが iTreg 細胞研究
進展の大きな障害となってきた[22]。また、生体内における iTreg 細胞の分化誘
導メカニズムも十分には解明されていない。 
当研究室の岡村らは 2009 年に iTreg 細胞の一サブセットとして、
lymphocyte activation gene-3 (LAG3) を表面マーカーとして有し、抑制性サイトカ
イン IL-10 を高産生する CD4+CD25-LAG3+ 制御性細胞 (LAG3+ Treg 細胞) を同
定し、転写因子 early growth response gene-2 (Egr2) がマスター制御遺伝子として
働くことを報告した[23]。LAG3 は CD4 と構造的な相同性を持ち、CD4 よりも
強い MHC class II 分子への結合性を有する膜貫通型タンパクである[24, 25]。
LAG3+ Treg 細胞はパイエル板に CD4+ T 細胞中 8%、脾臓に 3%ほど存在してお
り、その抑制能は Foxp3 に依存せず、T 細胞受容体刺激に対して不応答性 
(anergy) であるという特徴を示す。機能においてはナイーブ T 細胞 (naïve T 細
胞) の増殖を抑制し、T 細胞および B 細胞を欠損する recombination activating 
gene1 (RAG1) ノックアウトマウスに CD4+CD25-CD45RBhigh T 細胞移入すること
で発症する大腸炎モデルを IL-10 依存性に抑制する。LAG3+ Treg 細胞のマイク
ロアレイによる遺伝子発現の網羅的解析により、Egr2 が LAG3+ Treg 細胞に特異
的に発現していることが明らかとなり、レトロウイルスベクターを用いて Egr2
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を強制発現させた naïve T 細胞では、LAG3 および IL-10 発現が共に誘導され、
naïve T 細胞の増殖を抑制するといった LAG3+ Treg 細胞様の性質を認める。これ
らのことより、Egr2 は naïve T 細胞に LAG3+ Treg 細胞の性質を付与するマスタ
ー制御遺伝子として考えられている[22, 23]。 
 Egr family は Egr1 から Egr4 までの 4 種類で構成されるが、それらの中
でEgr3はEgr2と同様にNuclear factor of activated T-cells (NFAT) 依存性に発現し、
E3 ユビキチンリガーゼである Cbl-b の発現誘導を介して T 細胞の anergy 誘導に
関与することより、Egr2 とともに免疫学的恒常性維持に重要な転写因子と考え
られている[26]。近年、Egr2 および自己免疫疾患との関係に関して、EGR2 は SLE
の疾患感受性遺伝子であること[27]、また、T 細胞、B 細胞特異的 Egr2 欠損マウ
スは SLE 様病態を呈することが報告されている[28]。さらに、Egr2 を欠損した
場合、Egr3 が Egr2 の補完的機能を持つことが予想され、実際、T 細胞、B 細胞
特異的な Egr2 および Egr3 の両遺伝子の欠損マウスは Egr2 単独欠損マウスより
も強い SLE 様病態を呈することが報告されている[28]。これらのことは、SLE
の疾患制御機構においてリンパ球におけるEgr2およびEgr3発現が重要な役割を
果たしていることを示唆している。しかしながら、何れの細胞サブセットにお
ける Egr2 発現が SLE の病態制御に関与しているかは不明であった。 
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上述の如くEgr2の機能はEgr3により補完されることが想定されること
より、免疫学的恒常性維持機構における T 細胞上の Egr2 の役割を解析するには、
Egr2 および Egr3 の両遺伝子欠損マウスを用いた解析が必要となる。本研究にお
いては、T 細胞特異的に Egr2 および Egr3 を欠損したマウスを作製し、同マウス
が、皮膚、腎臓をはじめとする多臓器への炎症細胞浸潤や、Tfh 細胞および GCB
細胞の過形成、血清抗 dsDNA 抗体価の上昇といった SLE に特徴的症候を認める
ことを示した。さらに、LAG3+ Treg 細胞の機能解析を通じて、Egr2、および Egr3
による補完作用を介した latent TGF-β binding protein 3	 (LTBP-3) 発現誘導によ
る transform growth factor-β 3 (TGF-β3) [30]分泌経路が存在することを解明し、こ
れらの SLE 様症候が LAG3+ Treg 細胞の TGF-β3 分泌障害によるものであること
を明らかにした。本研究は、免疫システムにおいては抑制性機能が不明であっ
た TGF-β3 による液性免疫制御能をその分泌機構も含め解明し、LAG3+ Treg 細
胞および TGF-β3 が SLE をはじめとする自己抗体産生機序を介する自己免疫疾
患に対する重要な治療ターゲットとなり得ることを提示する。 
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方法  
 
実験動物  
C57BL/6 マウス (wild type: WT) は日本 SLC から、CD4-Cre トランスジ
ェニックマウス  (CD4-Cre+) は Taconic から購入した。Egr2 floxed マウス 
(Egr2fl/fl) は Patrick Charnay (INSERM, France) から譲渡して頂いた。Egr3 floxed
マウス (Egr3fl/fl) はEgr3の exon2を挟んで loxP配列を導入し作出した。Egr2 CKO
マウス (Egr2fl/fl CD4-Cre+) はEgr2fl/fl マウスとCD4-Cre+ マウスを交配させ作出し
た。Egr2/3 DKO マウスは (Egr2fl/fl Egr3fl/fl CD4-Cre+) はまず Egr2 CKO マウスと
Egr3fl/fl マウスを交配させることで Egr2fl/+ Egr3fl/+ CD4-Cre+ マウスを作出し、次に
これらのマウス同士を交配させることで作出した。すべての動物実験は、東京
大学 (所属施設) における指針および、国際的な指針に従って行った。 
 
サイトカイン・抗体・抗原・細胞分離  
 抗 CD3e 抗体 (145-2C11)、 抗 CD28 抗体 (37.51)、抗 CD40 抗体 (3/23)、 
抗 IL-4 抗体 (11B11)、抗 IFN-γ抗体 (XMG1.2)、Fc ブロック抗 CD16/CD32 抗体 
(1.5:100 dilution)、FITC 標識抗 CD45RB 抗体 (16A, 2:100)、PE 標識 CD45RB 抗
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体 (16A, 1:100)、APC-Cy7 標識抗 CD45RB 抗体 (16A, 2:100)、PE 標識抗 LAG3
抗体 (C9B7W, 3:100)、APC 標識抗 LAG3 抗体 (C9B7W, 3:100)、FITC 標識抗 GL7
抗体 (Ly-77, 0.5:100)、FITC 標識抗 CD25 抗体 (PC61, 2:100)、PE 標識抗 CD25
抗体 (PC61, 1:100)、APC 標識抗 CD25 抗体 (PC61, 1:100)、APC-Cy7 標識抗 CD25
抗体 (PC61, 1:100)、APC 標識抗 CD4 抗体 (L3T4, 1:100)、APC-Cy7 標識抗 CD4
抗体 (L3T4, 1:100)、APC-Cy7 標識抗 B220 抗体 (RA3-6B2, 1:100)、APC 標識抗
B220 抗体 (RA3-6B2, 1:100)、PE 標識抗 CD40 抗体 (3/23, 1:100)、PE 標識抗 PD-1
抗体 (J43, 2:100)、ビオチン化抗 CD45RB 抗体 (16A)、ビオチン化抗 CXCR5 抗
体 (2G8)、ビオチン化抗 Fas/APO-1 抗体 (Jo2)、ストレプトアビジン-APC は BD 
Biosciences から購入した。ビオチン化抗 CD8a 抗体 (53-6.7)、ビオチン化抗 CD19
抗体 (6D5)、ビオチン化抗 CD11c 抗体 (N418)、IL-4、IL-6、IL-21、IL-23、BAFF 
(B cell activating factor) は Biolegend から購入した。PE 標識抗 Egr2 抗体 (erongr2, 
1:100) は eBioscience から購入した。ストレプトアビジン結合マイクロビーズ、
TGF-β1、TGF-β3はMiltenyi Biotecから購入した。抗 IgG F (ab’)2 フラグメント、
Alexa Fluor 488標識抗LAG3抗体 (C9B7W, 1:100) はAbD Serotecから購入した。 
 
表現型解析  
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 WT マウス、Egr2 CKO マウス、Egr2/3 DKO マウス 各々20 匹に関して
36 週齢までの蛋白尿、生存率を継時的に解析した。蛋白尿に関しては 4 週間毎
にアルブスティックス・エームス尿検査試験紙 (SIMENS Healthcare) を用いて
半量定量的に解析を行った。蛋白尿 0 ~ 4 の値は次に相当する。0 = なし、1 = 30 
- 100 mg/dl、2 = 100 - 300 mg/dl、3 = 300 - 1,000 mg/dl、4 ≧ 1,000 mg/dl。生存曲
線に関してはカプラン・マイヤー法を用いて解析を行った。また 36 週齢の WT
マウス、Egr2 CKO マウス、Egr2/3 DKO マウスの血清中における抗 dsDNA 抗体
価はレビス抗 dsDNA 抗体 ELISA kit (Shibayagi) を用いて解析を行った。 
 
免疫病理組織学的解析  
16 週齢、36 週齢の WT マウス、Egr2 CKO マウス、Egr2/3 DKO マウス 
各々8 匹の腎臓、皮膚、唾液腺、肺、肝臓、胃、膵臓を解析に用いた。それぞれ
の組織は 4% パラホルムアルデヒドにて固定を行い、パラフィンに包埋した。
次に厚さ 6 µm で切り出し、キシレンにて脱パラフィン化を行った後、ヘマトキ
シリン・エオジン (HE: Hematoxylin - eosin) 染色を行った。 
腎組織の IgG 蛍光染色は 4% パラアルデヒドによる固定、パラフィン
による包埋、切り出し、キシレンによる脱パラフィン化を行った後、120 ℃、
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10 分間オートクレーブし、抗原の賦活化を行った。次に 1 次抗体抗 IgG F (ab’)2 フ
ラグメント (STAR8B) を 100 倍希釈にて 4 ℃、１時間反応させた。tris-buffered 
saline (TBS) で洗浄後、２次抗体 Alexa Fluor 488 抗 IgG 抗体 (Invitrogen) を 100
倍希釈にて室温、１時間反応させた。TBS にて洗浄後、封入を行い蛍光顕微鏡
にて解析を行った。以上の組織染色はバイオ病理研究所の協力を得て行った。 
腎臓組織の評価に関しては[31]を参考にスコアリングを行った。糸球体
病変に関しては炎症細胞浸潤、細胞増殖、半月体形成、壊死の 4 項目で評価し、
それぞれ 0 ~ 4 (0 = 正常、1 = 糸球体 25% 未満に病変あり、2 = 糸球体 25 ~ 50% 
に病変あり、3 = 糸球体 50 ~ 75% に病変あり、4 = 糸球体 90% 以上に病変あり) 
でスコアリングを行い、それらの合計点で比較解析を行った。間質性病変に関
しても 0 ~ 4 で評価を行い、比較解析を行った。 
 
マウス脾臓・リンパ節の免疫細胞の採取  
マウスより摘出した脾臓・リンパ節は細切、1 mg/ml IV 型コラゲナー
ゼ (Sigma-Aldrich) にて処理を行い、70 µm セルストレーナーで濾過後、2% fetal 
calf serum (FCS) 入り phosphate buffered saline (PBS) (2% FPBS)で懸濁した。脾臓
はさらに ammonium chloride potassium (ACK) lysis buffer を用いて溶血操作を行
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った。溶血後の細胞は 2% FPBS で再懸濁した。細胞懸濁液は抗 CD16/CD32 抗
体による Fc ブロック後、各種抗体にて標識を行いフローサイトメーターにて解
析した。 
 
細胞分画の濃縮	  
脾臓細胞からの各種 T 細胞サブセットの分取は magnetic cell sorting 
(MACS) 磁気細胞分離法により細胞分画を濃縮後、フローサイトメーターを用
いてソーティングを行った。ナイーブ CD4+ T 細胞 (naïve T 細胞)、 CD4+CD25-
制御性 T 細胞 (CD25+ Treg 細胞) の分離には脾細胞懸濁液をビオチン化抗 CD8
抗体、抗 CD19 抗体、抗 CD11c 抗体で標識後、ストレプトアビジン結合マイク
ロビーズと結合させ MACS LS 分離カラム (Miltenyi Biotec) を通過したネガテ
ィブフラクションを使用することにより CD4+ T 細胞を濃縮分離した。
CD4+LAG3+CD25- 制御性 T 細胞 (LAG3+ Treg 細胞) の分離にはビオチン化抗
CD8 抗体、抗 CD19 抗体、抗 CD11c 抗体、抗 CD45RB 抗体による標識を行い、
CD4+CD45RBlow 細胞分画の濃縮を行った。B 細胞は B 細胞アイソレーションキ
ット (Miltenyi Biotec) のプロトコルに沿って、ネガティブセレクションにて濃
縮分離した (純度 95%以上)。 
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MACS 磁気細胞分離法により濃縮された細胞懸濁液は、各種抗体にて
標識後、フローサイトメーター FACS Vantage (BD Bioscience) またはMoflo XDP 
(Beckman Coulter) を用いてソーティングを行った (純度 99%以上)。尚、解析は
FlowJo10.0.8 (TreeStar) を使用した。 
 
マウス脾臓 B 細胞の培養  
マウス脾臓から B 細胞アイソレーションキット（Miltenyi Biotec）を用
いて磁気分離した B 細胞は carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) 
にて標識後、96 フラットプレート上に、１フラットあたり培地 100 µl に B 細
胞 3 x 105 細胞ずつ懸濁し、37 ℃、3 日間または７日間培養を行った。培地には
10% FCS、100 µg/ml L-グルタミン、100 U/ml ペニシリン、100 µg/ml ストレプ
トマイシン、50 µM 2-メルカプトエタノールを加えた Roswell Park Memorial 
Institute (RPMI) -1640 (Life technologies) をコンプリートメディウムとして使用
した。B 細胞の刺激には抗 CD40 抗体最終濃度 10 µg/ml と IL-4 最終濃度 20 ng/ml 
と BAFF 最終濃度 100 ng/ml を細胞懸濁時に加えた。さらに TGF-β1、TGF-β3
を最終濃度 1 ng/ml の濃度になるように加えた。3 日間培養した B 細胞は各種抗
体にて標識後、フローサイトメトリーにて増殖・分化について解析を行った。7
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日間培養したB細胞は、培養上清に含まれる IgGまたは IgA抗体産生量を ELISA
にて解析した。 
 
B 細胞増殖解析  
細胞増殖の解析には CFSE 解析を行った。1 x 107 細胞の B 細胞を PBS
で 1 回洗浄した後、1 µM CFSE 溶液 10 ml で再懸濁し、37 ℃、15 分インキュ
ベーションし標識した。その後同量の氷冷した RPMI-1640 + 10% FCS を加え洗
浄を行い、RPMI-1640 + 10% FCS に再懸濁した。CFSE 標識した B 細胞は前述の
通り培養しフローサイトメトリーを用いて解析を行った。 
 
マウス脾臓 T 細胞の培養  
LAG3+ Treg 細胞に関しては抗 CD3 抗体 10 µg/ml と抗 CD28 抗体 5 
µg/ml で前日にプレコートした 96 フラットプレート上に、１ウェルあたり培地
100 µl にフローサイトメーターでソートした LAG3+ Treg 細胞を 3 x 105 細胞ず
つ懸濁し、37 ℃、3 日間の培養を行った。培地は 10% FCS 含有の RPMI-1640 
(Invitrogen) とした。培養後の細胞はフローサイトメトリーにて一定細胞数ずつ
再回収し、定量リアルタイム PCR 法にて遺伝子発現を解析した。また培養上清
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中に含有される TGF-β3 に関しマウス TGF-β3 ELISA キット (Mybiosource)を
用いて解析を行った。 
Tfh細胞様ヘルパーT細胞の誘導に関してはフローサイトメーターでソ
ートした naïve T 細胞を抗 CD3 抗体 2 µg/ml と抗 CD28 抗体 2 µg/ml で前日に
プレコートした 96 フラットプレート上に、１フラットあたり培地 100 µl に
naïve T 細胞 3 x 105 細胞ずつ懸濁し、37 ℃、4 日間の培養を行った。この際使
用した培地は 1% Nutridoma-SP (Sigma-Aldrich)、600 µg/ml L-グルタミン、50 U/ml 
ペニシリン、50 µg/ml ストレプトマイシン、25 µM 2-メルカプトエタノールを
加えた advanced RPMI -1640 (Life technologies) を使用した。Tfh 細胞様ヘルパー
T 細胞の誘導には IL-6 最終濃度 20 ng/ml、IL-21 最終濃度 50 ng/ml によるサイ
トカイン共刺激を行った。 更にTGF-β1、またはTGF-β3を最終濃度 1 ng/ml の
濃度になるように添加し、遺伝子発現プロファイルの変化を定量リアルタイム
PCR 法にて評価した。 
 
In vitro における LAG3+ Treg 細胞と B 細胞の共培養  
マウス脾臓から B 細胞アイソレーションキット (Miltenyi Biotec) を使
用して B 細胞を磁気分離し、フローサイトメーターにて naïve T 細胞または
 19 
LAG3+ Treg 細胞をソートした。CFSE にて標識した B 細胞と naïve T 細胞または
LAG3+ Treg 細胞を、前日に抗 CD3 抗体 10 µg/ml にてコートしておいた 96 フラ
ットプレートに 1 x 105 細胞ずつ懸濁し、抗 CD40 抗体 10 µg/ml と IL-4 20 ng/ml 
の刺激下で 3 日間または 7 日間共培養した。CFSE による細胞増殖と Annexin V 
apoptosis Detection Kit (BD pharmingen) によるアポトーシスの解析には 3 日間培
養した細胞を使用した。また、定量的リアルタイム PCR 法にて遺伝子発現を解
析する際も 3 日間培養後の細胞をフローサイトメトリーにて一定細胞数ずつ再
回収し解析した。培養上清中の IgG 抗体量の解析には７日間培養した細胞の培
養上清を使用した。 
 
上清中サイトカイン測定  
B 細胞培養上清中の IgG および IgA の ELISA（ enyzem-linked 
Immunosorbent assay）に関しては Mouse IgG, IgA  Quantitation Kit (Bethyl 
Laboratories) を使用し解析を行った。LAG3+ Treg 細胞の培養上清中の TGF-β3 
ELISA に関しては mouse TGF-β3 ELISA kit (Mybiosource) を使用し解析を行っ
た。 
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定量リアルタイム PCR 法    
培養前または in vitro で刺激培養後のマウス脾臓細胞から、RNeasy Mini 
Kit (QIAGEN) を用いて total RNA 抽出を行った。Super Script II Reverse 
Transcriptase (Invitrogen) を用いて逆転写を行い、cDNA 合成を行った。定量的リ
アルタイム PCR法にはQuantiTect SYBR Green PCR Kit (QIAGEN) を用いて行い、
蛍光測定には CFX ConnectTM リアルタイム PCR 解析システムを用いて解析を行
った。各遺伝子発現量は、ハウスキーピング遺伝子であるβ-アクチン発現量を
用いて相対定量（ΔΔCt）解析にて評価した。 
 
Primer 配列  
Egr2 
Forward 5’-AGCCGTTTCCCTGTCCTCTG-3’ 
Reverse 5’-GTCCCTCACCACCTCCACTT-3’ 
Egr3 
Forward 5’-GGCCTTGATGGTCTCCAGTG-3’ 
Reverse 5’-CAACGACATGGGCTCCATTC-3’ 
Aicda	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Forward 5’-AACCCAATTTTCAGATCGCG-3’ 
Reverse 5’-AGCGGTTCCTGGCTATGATAAC-3’ 
Bcl6  
Forward 5’-GCAGTTTAGAGCCCATAAGA-3’ 
Reverse 5’-GTACATGAAGTCCAGGAGGA-3’ 
Batf 
Forward 5’-GAGCTGCGTTCTGTTTCTCC-3’ 
Reverse 5’-CCAGAAGAGCCGACAGAGAC-3’ 
Tgfb3 
Forward 5’-GAAGAGATGCACGGGGAGAG-3’ 
Reverse 5’-CACTGAGGACACATTGAAACGAA-3’ 
Ltbp1 
Forward 5’-AGCACCATCACCTCTGCTCT-3’ 
Reverse 5’-CAGACACTGCTGTCCTCCAA-3’ 
Ltbp2 
Forward 5’-CATCAAACAGCACCAACCAC-3’ 
Reverse 5’-GAAGCCAGAACGGCAGATAC-3’ 
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Ltbp3 
Forward 5’-ACGGCCTCAGTTGCATAGAC-3’ 
Reverse 5’-AAAGAGCCTGGTGTGTTCGT-3’ 
Ltbp4 
Forward 5’-GAATCTGCCTGGGTCCTTTC-3’ 
Reverse 5’-ACGCCCTGTAGTGTCTCACA-3’ 
β actin 
Forward 5’-AGAGGGAAATCGTGCGTGAC-3’ 
Reverse 5’-CAATAGTGATGACCTGGCCGT-3’ 
 
LAG3+ Treg 細胞の Egr2/3 DKO マウスへの移入             
	 	 	 フローサイトメーターを用いてWTマウスの脾臓から回収した 3 x 105 個
/PBS 100 µl の LAG3+ Treg 細胞を Egr2/3 DKO マウスの２、4 週齢期の 2 回、経
静脈的に投与した。コントロール群には PBS 100 µl を経静脈的に投与した。
LAG3+ Treg 細胞の２回目の移入から 4 週間後、Egr2/3 DKO マウスの脾臓の Tfh
細胞、GCB 細胞に関してフローサイトメトリー解析を行った。 
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pCAGGS-Tgfb3 ベクターの作製  
Tgfb3 cDNA (NM_009368) を含む OmicsLink Expression-Ready ORF 
cloning	 vector (GeneCopoeia) を使用し、この vector を CAG (cytomegalovirus 
immediately early enhancer/chicken b-actin hybrid) プロモーターを含む pCAGGS 
vector (大阪大学	 生化学・分子生物学	 幹細胞制御学	 宮崎 純一	 教授より譲
渡) にサブクローニンングし pCAGGS-Tgfb3 を作製した。このプラスミドベク
ターを大腸菌 JM109 に導入し、EndFree Plasmid Maxi Kit (Qiagen) にてプラスミ
ドベクターをクローニングした。 
 
pCAGGS-Tgfb3 の Egr2/3 DKO マウスへの移入   
	 	 	 	 PBS に溶解した pCAGGS-Tgfb3 または control pCAGGS ベクター100 
µg を Egr2/3 DKO マウスの 4、6、8 週齢期に３回、経静脈的に投与し、12 週齢
期に脾臓の Tfh 細胞、GC B 細胞に関してフローサイトメトリー解析を行った。 
 
Ltbp3 siRNA を用いたノックダウン解析  
LAG3+ Treg 細胞へ Ltbp3 siRNA を導入し、LTBP-3 発現をノックダウン
する実験はAccell siRNA導入プロトコル	 (Thermo Scientific) に沿って実験を行
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った。フローサイトメーターにてソートした naïve T 細胞と LAG3+ Treg 細胞を
96 フラットプレート上に１フラットあたり培地 100 µl に T 細胞 4 x 105 細胞ず
つ懸濁した。初回の培地は 0.5% FCS 含有の Accell siRNA 導入メディウム 
(Thermo Scientific) に、Accell Ltbp3 siRNA または Accell control siRNA を 1 µM
の濃度になるよう加えた培地を使用し、37 ℃、48 時間培養した。その後、培地
を 10% FCS 含有 RPMI-1640 (Invitrogen) に置換し、37 ℃、72 時間さらに培養し
た。その後、細胞と培養上清を回収し、Ltbp3、Tgfb3 mRNA 発現を定量的リア
ルタイム PCR 法、培養上清中の TGF-β3 産生量を ELISA にて解析した。 
 
統計学的解析  
 統計学的解析は GraphPad Prism6 (GraphPad 社) または R 言語を用いて
行った。蛋白尿の継時的変化は Mann-Whitney U test を用いた。リンパ球の割合
または総数、抗体量、定量的リアルタイム PCR 法に関しては３群以上の場合、
one-way ANOVA 後、Bonferroni 法により補正を行い解析した。2 群の場合は
Student’s t-test にて解析を行った。*P 値 0.05 未満もしくは、**P 値 0.01 未満を持
って統計学的有意差ありと判定した。 
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結果  
 
1. CD4+CD25-LAG3+制御性 T 細胞は B 細胞活性化を制御する  
当研究室の岡村らは 2009 年に末梢で誘導される制御性 T 細胞の一つと
して、抑制性サイトカイン IL-10 を高産生する CD4+CD25-LAG3+ 制御性細胞
(LAG3+ Treg 細胞) を同定し、転写因子 early growth response gene 2 (Egr2) がマス
ター制御性遺伝子として働くことを報告した[23]。これまでの報告では、LAG3+ 
Treg 細胞は T 細胞依存性の大腸炎モデルマウスにおいて、IL-10 依存性に T 細胞
を抑制することで発症を抑制することは明らかとなっていたが、LAG3+ Treg 細
胞が液性免疫を制御するか否かに関しては不明であった。そこで先ず、LAG3+ 
Treg 細胞による B 細胞の増殖、抗体産生に対する抑制能につき in vitro における
検討を行った。具体的には野生型 (wild type: WT) マウス脾臓から回収した B 細
胞を、ナイーブ CD4+ T 細胞 (naïve T 細胞) または LAG3+ Treg 細胞と抗 CD40
抗体および IL-4 の刺激下において 3 日間、ないし７日間共培養し、B 細胞の増
殖、アポトーシス、抗体産生に関する解析を行った。  
その結果、LAG3+ Treg 細胞と共培養した B 細胞は naïve  T 細胞と共培
養した場合と比較して AnnexinV 陰性 PI 陰性の生細胞の割合が減少した (図 1a, 
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b)。また、同様の実験においてB細胞をCFSEラベルして細胞増殖解析した結果、
LAG3+ Treg 細胞は naïve T 細胞と共培養した場合と比較して B 細胞の細胞増殖
を抑制した (図 1c)。培養上清中の IgG 抗体産生に関しても LAG3+ Treg 細胞と
共培養した群は naïve T 細胞と共培養した群と比較して低下を認めた (図 1d)。
さらに、72 時間共培養後、B 細胞をフローサイトメトリーにて分取し、その遺
伝子発現を定量的リアルタイム PCR 法にて解析したところ、LAG3+ Treg 細胞と
共培養した B 細胞は Aicd、Bcl6 といった GCB 細胞に重要な遺伝子発現の低下を
認めた (図 1e)。 
以上より LAG3+ Treg 細胞は B 細胞の増殖、分化、抗体産生を抑制する
ことで液性免疫を制御していると考えられた。  
 
2. Egr2 欠損 LAG3+ Treg 細胞における Egr3 の補完的作用  
Egr ファミリーは Egr1 から Egr4 が知られているが、Egr3 は Egr2 と同
様の機能を持ち、また Egr2 が欠損した際 Egr2 の補完的機能を持つということが
報告されていることより[29]、LAG3+ Treg 細胞においても Egr3 が Egr2 の補完的
作用を示すかにつき、T 細胞特異的に Egr2 を欠損する Egr2fl/fl CD4-Cre+ (Egr2 
conditional knock out mice: Egr2 CKO) マウスを用いて解析を行った。 
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 その結果、WTマウス由来のLAG3+ Treg細胞は既報[23]と一致してEgr2
発現の上昇を認めたが、Egr3 の発現の上昇は認めなかった (図 2a)。一方、Egr2
を欠損した LAG3+ Treg 細胞では Egr3 発現の代償的上昇を認めた (図 2a)。この
結果より、Egr3 は LAG3+ Treg 細胞において Egr2 の補完的機能を持つ可能性が
示唆された。 
	 	 	 そこで、先ず Cre-loxP システムを用いて、Egr3 の T 細胞特異的
conditional knockout (KO) マウスを作製した。具体的には CD4-Cre+ マウスに当科
で作成したEgr3 floxed (Egr3fl/fl) マウスを交配した (図 2b)。Egr3 floxedマウスは、
CD4-Cre+ マウスと交配されることで、Egr3 の exon 2 領域が T 細胞特異的に欠失
する  (図 2c, d)。さらに、Egr2 floxed (Egr2fl/fl) マウスを交配することで、
Egr2fl/flEgr3fl/flCD4-Cre+ (Egr2 and Egr3 double conditional KO: Egr2/3 DKO) マウス
を作出した。Egr2/3 DKO マウスは T 細胞特異的に Egr2 および Egr3 を共に欠損
する。上述の如く、Egr2 CKO マウスの LAG3+ Treg 細胞では Egr3 の代償性に増
加を認めるが (図 2a) 、Egr3 CKO マウスの T 細胞では Egr2 の発現に変化は認
めなかった (図 2d)。これらのことより、Egr3 は Egr2 欠損時に代償的に作用し、
Egr3 の欠損は Egr2 発現には影響しないと考えられた。 
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3. Egr2/3 DKO マウスは Egr2 CKO マウスと比較して早期より SLE 様症状
を認める  
Egr2 CKO マウス、Egr2/3 DKO マウスが引き起こす病態について解析
を行った。具体的には WT マウスをコントロールとして、Egr2 CKO マウス、
Egr2/3 DKO マウスの経時的変化を 36 週齢まで解析した。 
その結果、Egr2 CKO マウスは WT マウスと同様に 36 週に至るまで死
亡例を認めなかったが、Egr2/3 DKO マウスの累積死亡率は 30%であった (図 3a)。
Egr2/3 DKOマウスはEgr2 CKOマウスと比較して血清抗 dsDNA抗体価の上昇傾
向 (図 3b) および、早期より蛋白尿を認めた (図 3e)。また、Egr2/3 DKO マウス
では皮膚炎を自然発症した (図 3c)。皮膚の病理組織では炎症細胞浸潤、上皮過
形成、表皮突起の延長を認め、一部基底膜の液状化も認めた (図 3d)。16 週齢の
病理解析において腎の病理組織ではEgr2 CKOマウスは細胞増殖と抗 IgG抗体の
沈着といった免疫複合型の糸球体腎炎の所見を認め、Egr2/3 DKO マウスではさ
らに強い兆候を認めた (図 3f, g)。 
以上のことより、T 細胞上の Egr2 発現および、Egr3 による Egr2 の機
能補完作用が SLE 病態形成制御において重要であると考えられた。 
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4. Egr2/3 DKO マウスは多臓器に炎症性細胞の浸潤を認める  
T 細胞特異的に Egr2、Egr3 を欠損した影響に関して、36 週齢で腎臓、
皮膚以外の組織も含めて解析を行った。腎臓において Egr2/3 DKO マウスでは、
16 週齢と比較してさらなる炎症細胞浸潤と細胞増殖を認め、さらに半月体形成
および壊死所見も認めた (図 4a, b)。また、Egr2/3 DKO マウスでは腎臓以外に肺、
肝臓、膵臓、胃、唾液腺といった多臓器に炎症細胞の浸潤を認めたが (図 4c)、
これらの臓器への炎症細胞浸潤はヒトの SLE では稀な所見であり[32]、T 細胞上
の Egr2、Egr3 発現は SLE における罹患臓器以外のより広範な臓器における免疫
学的寛容の維持にも関与していると考えられた。 
 
5. Egr2/3 DKO マウスでは二次リンパ組織で濾胞ヘルパーT 細胞、胚中心
B 細胞過形成を認める  
次に T 細胞特異的に Egr2、3 欠損が免疫システムに及ぼす影響に関し
二次リンパ組織内の T 細胞に関して解析を行った。肉眼的に Egr2 CKO マウス
と比較して、Egr2/3 DKO マウスの方がより強い脾腫を認めた (図 5a)。フローサ
イトメトリー解析においてEgr2 CKOマウスではWTマウスと比較してメモリー
CD4+ T 細胞 (memory T 細胞) の増加を認め、Egr2/3 DKO マウスではさらに強
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い傾向を示した (図 5b)。 
次に、Memory T 細胞の中でどの T 細胞が特異的に増加しているかに関
して解析を行ったところ、Egr2 CKO、Egr2/3 DKO マウスでは Tfh 細胞の過形成
が認められ、Egr2 CKO マウスよりも Egr2/3 DKO マウスでより強い増加傾向を
示した (図 5c)。この傾向は 6、12、18 週齢と観察するマウスの週齢を変えて解
析を行っても同様に Egr2 CKO マウス、Egr2/3 DKO マウスで Tfh 細胞の継時的
な増加傾向を認めた (図 5c)。さらに、脾臓以外の二次リンパ節 (頸部、鼠径、
腰リンパ節) の解析でも Egr2 CKO マウス、Egr2/3 DKO マウスで Tfh 細胞の増
加を認めた (図 5e)。 
また、WT マウスは定常状態においては GCB 細胞形成を殆ど認めない
が、Egr2 CKO、Egr2/3 DKO マウスにおいては定常状態でも GCB 細胞の過形成
を認め、その傾向は Egr2/3 DKO において顕著であった (図 5d)。6、12、 18 週
齢と観察するマウスの週齢を変えて解析を行ったところ、Egr2 CKO マウス、
Egr2/3 DKO マウスの GCB 細胞の過形成は継時的な増加傾向を認めた (図 5d)。
また、脾臓以外の二次リンパ節 (頸部、鼠径、腰リンパ節) おいても Egr2/3 DKO
マウスではGCB細胞の過形成を認めた (図 5f)。以上より、T細胞におけるEgr2、
Egr3 発現は胚中心を形成する Tfh 細胞分化および、GCB 細胞分化の制御に重要
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な機能を持つ可能性が示唆された。 
 
6. WT マウス由来 LAG3+ Treg 細胞の養子移入は Egr2 DKO マウスにおけ
る GCB 細胞、Tfh 細胞分化を制御する  
次に、Egr2/3 DKO マウスの Tfh 細胞、GCB 細胞の過形成が Egr2、Egr3
を欠損した LAG3+ Treg 細胞の機能異常に起因するか否かにつき、WT マウス脾
臓の LAG3+ Treg 細胞を Egr2/3 DKO マウスに養子移入し、正常な LAG3+ Treg 細
胞の機能を回復させることによって Tfh 細胞、GCB 細胞の過形成が抑制される
かどうか解析を行った。 
具体的には Egr2/3 DKO マウスの 2、4 週齢期に WT マウス由来の LAG3+ 
Treg 細胞を経静脈的に養子移入し、8 週齢期に Egr2/3 DKO マウスの脾臓におけ
る Tfh 細胞、GCB 細胞の形成につき解析を行った (図 6a)。その結果、WT マウ
ス由来の LAG3+ Treg 細胞を移入した群において Tfh 細胞、GCB 細胞の過形成
の有意な抑制効果が認められた (図 6b, c)。この結果より Egr2/3 DKO マウスに
おける Tfh 細胞、GCB 細胞の過形成は Egr2、Egr3 を欠損した LAG3+ Treg 細胞
の機能異常によって生じる可能性が高いと考えられた。 
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7. LAG3+ Treg 細胞は抑制性サイトカイン TGF-β3 を高産生する  
次に、LAG3+ Treg 細胞の液性免疫制御に関する抑制性因子につきマイ
クロアレイによる遺伝子発現の網羅的解析を行った。その結果、LAG3+ Treg 細
胞は naïve T 細胞、CD25+ Treg 細胞と比較して、TGF-β3 を高発現することが示
唆された (図 7a)。定量的リアルタイム PCR 法による解析においても LAG3+ Treg
細胞 は naïve T 細胞、CD25+ Treg 細胞と比較して Tgfb3 mRNA を高発現してい
た (図 7b)。また、CD8+ T 細胞、B 細胞、樹状細胞を含めた他の免疫細胞との比
較においても LAG3+ Treg 細胞の Tgfb3 mRNA 発現量は著しく高かった (図 7c)。 
さらにタンパクレベルでの TGF-β3 産生を確かめるために、LAG3+ Treg
細胞を TCR 刺激下で 3 日間培養し、培養上清における TGF-β3 の産生量を ELISA
にて評価した。その結果、LAG3+ Treg 細胞はタンパクレベルでも TGF-β3 を約
20 ng/ml と大量に産生することが明らかとなった (図 7d)。一方、LAG3+ Treg 細
胞は TGF-β1、2 の産生を認めなかった (図 7e, f)。 
既報と一致して CD25+ Treg 細胞は TGF-β1 の産生を認めたが[33]、
TGF-β3 の産生は認めなかった。また、近年 RAR-related orphan receptor gamma t 
(Rorγt)をマスター制御遺伝子とし炎症性サイトカイン IL-17 を産生する Th17 細
胞も TGF-β3 を mRNA レベルで高発現することが報告されており[34]、Th17 細
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胞の TGF-β3 の産生量をタンパクレベルで確認したところ、Th17 細胞は LAG3+ 
Treg 細胞の約 1/3 程度しか TGF-β3 を産生しなかった (図 7g)。 
以上より、LAG3+ Treg 細胞は TGF-β family の中で TGF-β3 を特異的に
高産生することが明らかとなった。 
 
8. TGF-β3 は  in vitro における GCB 様細胞の分化、増殖を抑制する  
TGF-β1 による液性免疫制御に関しては B 細胞の増殖、抗体産生を抑制
するということが報告されているが[35]、TGF-β3 による液性免疫制御に関する
報告例がない。しかしながら、TGF−β1 と TGF-β3 は同じ受容体と結合すること
より[36]、TGF-β3 も TGF-β1 と同様に B 細胞の増殖、抗体産生を抑制する機能
を有するのではないかという仮説を立て、in vitro における機能解析を行った。 
Egr2/3 DKO マウスでは GCB 細胞の過形成を認め、LAG3+ Treg 細胞の
移入によって過形成の抑制を認めたことから、in vitro で誘導した GCB 細胞に対
する TGF−β3 の作用の関する解析を行った。In vitro で GCB 細胞を誘導する方法
として、IL-4 刺激下で、B 細胞を BAFF (B cell activating factor belonging to the 
tumor necrosis factor family) と CD40L を発現させた feeder cell line と共培養させ
誘導するという報告がある[37]。今回私は WT マウスの脾臓から回収した B 細胞
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を IL-4、 抗 CD40 抗体および BAFF 刺激下で培養し、GCB 様細胞へと分化する
かどうか解析を行った。その結果、B 細胞は IL-4、 抗 CD40 抗体および BAFF
刺激下においても B220+Fas+GL7+の GCB 細胞に類似した細胞に分化し (図 8a)、
上清の IgG 抗体量の著明な増加を認めた (図 8c)。次に TGF-β1 または TGF-β3
をさらに添加することで B 細胞の増殖、分化、抗体産生への影響を、フローサ
イトメトリー、上清中ノイムノグロブリン濃度測定にて解析したところ、TGF-β1
または TGF-β3 を添加した群は添加していない群と比較して、GCB 様細胞の割
合が有意に低下した (図 8a)。また、B 細胞を CFSE ラベルして、細胞増殖を解
析した結果、TGF-β1 または TGF-β3 を添加した群は添加していない群と比較し
て有意に B 細胞の細胞増殖が抑制された (図 8b)。また、培養上清中の IgG 抗体
産生量に関しても TGF-β1 または TGF-β3 を添加した群は添加していない群と比
較して産生量の低下を認めた (図 8c)。いずれの解析においても TGF-β1 と
TGF-β3 で抑制能の差異は認めなかった。また TGF-β1 は LPS 刺激下で IgA を誘
導するという報告があるが[38]、今回の条件では IgA の産生も TGF-β1 および
TGF-β3 の添加により抑制された (図 8c)。 
以上より、TGF-β3 は TGF-β1 と同様に B 細胞の GCB 細胞への分化お
よび増殖を抑制し、抗体産生も抑制することが明らかとなった。 
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9. TGF-β3 は in vitro で誘導された  Tfh 様細胞の機能を制御する  
次に TGF−β3 の Tfh 細胞分化に対する影響につき in vitro での解析を行
った。In vitro における Tfh 様細胞を誘導する方法として naïve T 細胞に IL-6 お
よび IL-21 を添加して誘導する方法が知られている [39, 40]。本検討ではそこに
TGF-β1 または TGF-β3 を添加し Tfh 細胞に対する抑制効果を定量的リアルタイ
ム PCR 法にて解析した。その結果、ポジティブコントロールでは既報[39, 40]と
一致して Tfh 細胞に特徴的な Bcl6、 Batf、 Il-21 mRNA 発現が上昇したのに対
して、TGF-β3を添加した群ではBcl6 mRNA発現の低下は認めなかったが、Batf、 
Il-21 mRNA 発現の低下を認めた (図 9)。TGF-β1 も同様に解析を行ったが、
TGF-β1 および TGF-β3 間で抑制能の有意な差は認めなかった。 
以上より TGF-β3 は Tfh 細胞における Il-21、Batf mRNA 発現を抑制す
ることで Tfh 細胞の機能を抑制していることが推測された。 
 
10. LAG3+ Treg 細胞は Egr2、Egr3 依存性に TGF-β3 を産生する  
ここまでの検討にて Egr2/3 DKO マウスによる Tfh 細胞、GCB 細胞の過
形成は Egr2、Egr3 を欠損した LAG3+ Treg 細胞の機能異常によるということ、
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また LAG3+ Treg 細胞は TGF-β3 産生を介して液性免疫を制御することが明らか
となった。これらの結果から私は Egr2、Egr3 を欠損した LAG3+ Treg 細胞は
TGF-β3 産生になんらかの異常が生じ、GCB 細胞および Tfh 細胞分化を制御でき
なくなるのではと仮説を立て、Egr2、Egr3 を欠損した LAG3+ Treg 細胞について
解析を行った。 
初めに Egr2 CKO マウス、Egr2/3 DKO マウスの脾臓における LAG3+ 
Treg 細胞の割合に関して解析を行った。その結果、LAG3+ Treg 細胞は Egr2 CKO
マウス、Egr2/3 DKO マウスで段階的に割合が増加する傾向を認めた (図 10a)。 
Egr2、Egr3 および TGF-β3 の関係に関して、WT マウス、Egr2 CKO マ
ウス、Egr2/3 DKO マウスの脾臓から LAG3+ Treg 細胞を回収し、3 日間 T 細胞
受容体 (T cell receptor : TCR) 刺激下で培養後、培養上清中の TGF-β3 につき
ELISA を用いて検討した。その結果、LAG3+ Treg 細胞は Egr2 単独欠損でも
TGF-β3 産生は低下するが、Egr2、Egr2 を両方欠損することで検出感度以下まで
著しく低下した (図 10b)。上述の検討にて Th17 細胞も少量ながら TGF-β3 を産
生することを確認したが (図 7g)、Th17 細胞も LAG3+ Treg 細胞と同様に Egr2、
Egr3が両方欠損するとTGF-β3産生は検出感度以下まで著しく低下した (図10c)。 
以上より、LAG3+ Treg 細胞は Egr2、Egr3 依存性に TGF-β3 を産生する
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ことが明らかとなった。また、これら結果より Egr2/3 DKO マウスにおける Tfh
細胞、GCB細胞の過形成は、Egr2、Egr3を欠損したLAG3+ Treg細胞によるTGF-β3
産生障害が一因であることが示唆された。 
 
11. pCAGGS-Tgfb3 ベクター投与は Egr2/3 DKO マウスにおける GCB 細胞過
形成を改善させる  
Egr2/3 DKO マウスの Tfh 細胞、GCB 細胞の過形成が LAG3+ Treg 細胞
の TGF-β3 産生の低下によるものかどうかを検証するために、pCAGGS-Tgfb3 ベ
クターを Egr2/3 DKO マウスに投与して、TGF-β3 による Egr2/3 DKO マウスの
Tfh 細胞、GCB 細胞形成への影響を検証した。 
具体的には pCAGGS-Tgfb3ベクターをEgr2/3 DKOマウスに対して、4、 
6、 8 週齢期の計 3 回、経静脈的に投与し、12 週齢期に脾臓を回収し、Tfh 細胞、
GCB 細胞形成に関する解析を行った。その結果	 pCAGGS-Tgfb3 投与は血清中
TGF-β3 濃度を上昇させ、pCAGGS コントロールベクター投与群と比較して GCB
細胞の形成を有意に抑制することが明らかとなった  (図 11b)。一方、
pCAGGS-Tgfb3はTfh細胞の分化を抑制しなかった (図 11a)。これらのことより、
LAG3+ Treg 細胞は TGF-β3 産生を介して GCB 形成を抑制することで液性免疫を
 38 
制御することが示唆された。 
 
12. LAG3+ Treg 細胞における Egr2、Egr3 欠損は、Tgfb3 mRNA 発現に影響
しない  
Egr2、Egr3 欠損によって LAG3+ Treg 細胞の TGF-β3 産生が低下するこ
とより (図 10b)、Egr2、Egr3 を介した TGF-β3 の産生制御メカニズムにつき検
討を行った。Egr2、Egr3 を欠損した LAG3+ Treg 細胞が TGF-β3 をタンパクレベ
ルだけでなく mRNA レベルでも低下させているか否かにつき定量的リアルタイ
ム PCR 法にて解析を行った。WT マウス、Egr2 CKO マウス、Egr2/3 DKO マウ
スから LAG3+ Treg 細胞を回収し、Tgfb3 mRNA の遺伝子発現を解析した結果、
予想に反して Egr2、Egr3 を欠損した LAG3+ Treg 細胞は WT マウス由来と比較
して Tgfb3 mRNA の発現低下は認めなかった (図 12a)。TGF-β3 蛋白産生を解析
した実験と同様に LAG3+ Treg 細胞を 3 日間 TCR 刺激下に培養し、Tgfb3 mRNA
の遺伝子発現を解析したが、この条件においても Egr2、Egr3 を欠損した LAG3+ 
Treg 細胞は WT マウス由来と比較して Tgfb3 mRNA の発現に差を認めず、Tgfb3 
mRNA レベルは TCR 刺激により全て低下を認めた (図 12c)。TCR 刺激後の Tgfb3 
mRNA 抑制は negative feed back 機構による制御の可能性が考えられる。これら
 39 
のことより、Egr2、Egr3 は TGF-β3 の転写に直接機能せず、異なる機序で TGF-β3
の産生を制御している可能性が示唆された。 
 
13. Egr2、Egr3 は LTBP-3 発現誘導を介して TGF-β3 産生を制御している  
TGF-β は細胞内で複数のプロセシングを受けて細胞外に産生されると
いう特徴がある[41]。翻訳直後の pre-pro-TGFβは latency associated peptide (LAP) 
と mature TGF-βが結合した形であるが、pre-pro-TGF-βとジスルフィフィド結合
によって二量体を構成することで pro-TGF-βを形成する。次に pro-TGF-βはゴル
ジ体でフーリンというプロタンパク質転換酵素によりLAPとmature TGF-βの間
が切断され small latent complex (SLC) を形成する。この SLC は切断された
mature TGF-βが非共有結合によって LAP に包まれたような形体をとり、mature 
TGF-βが受容体と結合するのを防いでいる。最後に SLC は latent TGF-β binding 
protein (LTBP) とジスルフィド結合することで large latent complex (LLC) を形成
し細胞外へと移行する。LTBP は SLC との結合部分とは反対側で細胞外マトリ
ックスに結合し、integrin と協調的に作用することで LAP から mature TGF-βを
遊離させ、近傍の細胞に作用するように補助を行うタンパクであるが、LTBP-3
に関しては TGF-β と結合しない限り、単独では細胞外に産生されない[42, 43]。
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私は T 細胞における TGF-β3 の効率的な分泌において Egr2、Egr3 による LTBP 
family の誘導が関連するのではないかという仮説を立て、以下の検討を行った。 
LTBP family は LTBP-1 から LTBP-4 までの４種類が存在するが、TCR
刺激下に培養後、LAG3+ Treg 細胞で特異的に mRNA 発現の上昇を認めたのは
LTBP-3 であった (図 13a)。次に Egr2 単独欠損、または Egr2、Egr3 両方欠損し
た LAG3+ Treg 細胞において Ltbp3 mRNA の発現を解析したところ TCR 刺激後
Ltbp3 mRNA の発現の上昇は認めなかった (図 13a)。これらの結果より TCR 刺
激後に誘導される Ltbp3 mRNA の発現増強は Egr2、Egr3 によって制御されてい
ることが示唆された。 
次に、LTBP-3 の存在が TGF-β3 の細胞外への分泌に必要であるかどう
か、Ltbp3 siRNA 導入によって LTBP-3 発現をノックダウンし、その結果 TGF-β3
の産生が低下するか否かにつき解析を行った。初めにLtbp3 siRNAをLAG3+ Treg
細胞に導入し 2 日間培養した。その後、培養液を交換して、さらに 3 日間培養
し、培養上清中の TGF-β3 タンパク産生量と回収細胞の遺伝子発現に関して解析
を行った。その結果、Ltbp3 siRNA によるノックダウンは LAG3+ Treg 細胞 の
Tgfb3 mRNA 発現レベルに影響しなかったが、培養上清の TGF-β3 タンパク量は
検出感度以下まで著明に低下した (図 13b)。 
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これらの結果より、TGF-β3 の細胞外への産生は LTBP-3 が必須であり、
Egr2 と Egr3 は LTBP-3 発現を誘導することで LAG3+ Treg 細胞における TGF-β3
分泌を制御していると考えられた。 
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考察 
 
本研究において、LAG3+ Treg細胞による液性免疫制御機構を明らかに
した。LAG3+ Treg細胞はTGF-β3を高産生し、TGF-β3は強力なTfh細胞、GCB細
胞分化抑制能を有していた。T細胞特異的にEgr2およびEgr3を欠損するEgr2/3 
DKOマウスはループス様病態を自然発症したが、LAG3+ Treg細胞におけるEgr2、
Egr3機能異常によりTCR刺激後のLTBP-3誘導不全が生じ、その結果、TGF-β3が
分泌されないことがその病態形成に関与していると考えられた。 
SLEを含めた自己抗体産生を特徴とする自己免疫疾患において、Tfh細
胞およびGCB細胞相互作用による過剰な胚中心応答がその病態形成において重
要な役割を果たしている[1]。過剰な免疫応答を制御するサブセットとしてTreg
細胞が広く知られているが、近年、胚中心応答を抑制する細胞として濾胞内に
存在するTfr細胞が報告された[13, 14, 15]。Tfr細胞は胸腺で分化するnTreg細胞よ
り誘導されると考えられており、nTreg細胞およびTfh細胞の各々に特徴的な遺伝
子プロファイルも併せ持つ。また、nTreg細胞のマスター制御遺伝子である
FOXP3遺伝子の機能異常によるIPEX症候群では抗核抗体といった自己抗体を産
生することより[17]、nTreg細胞が液性免疫を制御することが想定されている。
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しかしながら、IPEX症候群においては、自己抗体産生機序を介する代表的自己
免疫疾患であるSLEに特徴的な血清抗dsDNA抗体価の上昇や糸球体腎炎の症状
などは稀であり[18]、SLEの病態制御にはnTreg細胞以外の制御性サブセットも関
与していると考えられる。免疫学的恒常性はnTreg細胞、および末梢で誘導され
るiTreg細胞が協調することで保たれているが、胚中心応答制御におけるiTreg細
胞の機能は不明なままであった。 
当研究室の岡村らは2009年に、iTreg細胞の新しいサブセットとして、
IL-10を高産生するLAG3+ Treg細胞を同定した[23]。LAG3はCD4と構造的な相同
性を持ち、より強いMHC class II分子への結合性を有するＩ型膜タンパクである
が[24, 25]、近年CD49bとともにTr1 細胞の特異的細胞表面マーカーとなること
が報告されている[44]。 定常状態においてLAG3+ Treg細胞はEgr2を特異的に発
現しており、Egr2をnaïve T細胞に強制発現させることでLAG3+ Treg細胞の性質
が付与されることから、Egr2はLAG3+ Treg細胞のマスター制御遺伝子として機
能すると考えられている。さらに、EGR2はSLEの疾患感受性遺伝子であること
[27]、T細胞、B細胞特異的Egr2欠損マウスはSLE様病態を呈すること[28]が近年
報告された。このことは、Egr2を高発現するLAG3+ Treg細胞が液性免疫を制御
する可能性を示唆している。本研究では、LAG3+ Treg細胞がGCB細胞、Tfh細胞
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の分化抑制を介して、胚中心応答を制御していることを明らかにし、iTreg細胞
の中で胚中心応答制御を行う細胞をはじめて同定した。これまでに、濾胞応答
を制御するサブセットとして、Tfr細胞以外に、Qa-1a拘束性CD8+ Treg細胞[45]、
Breg細胞が報告されているが[46]、これらの制御性サブセットがどのような疾患
において病勢を制御しているのかは未だ十分には解明されておらず、その制御
メカニズムも含め今後の詳細な検討が待たれる。 
 代表的な抑制性サイトカインとしてIL-10以外にTGF-β1が広く知られ
ているが[47]、ヒトにおいてはTGF-β familyとして、TGF-β1に構造的に類似した
TGF-β2、TGF-β3が報告されている[48]。ヒトのTGF-β2はTGF-β1と71%、TGF-β3
はTGF-β1と72%、TGF−β2はTGF-β3と76%と、高いアミノ酸配列の相同性を有す
る[49, 50]。TGF-β familyによる液性免疫制御についてはいくつかの報告がある。
TGF-βRIIをB細胞特異的に欠損させたTgfbr2fl/flCD19Cre+ マウスは血清IgG値の
上昇、ならびに抗dsDNA抗体価の上昇を認めることが報告されており[51]、また、
TGF-βRIIをT細胞特異的に欠損させTgfbr2fl/flCd4Cre+	 マウスは早期より血清抗
dsDNA抗体価の上昇および多臓器への炎症細胞浸潤を認め、およそ5週齢で死に
至る[52, 53]。これらノックアウトマウスの病態は、TGF-βがB細胞およびT細胞
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に対して抑制効果を有することを意味している。本研究では、LAG3+ Treg細胞
がTGF-β3を10,000 ~ 30,000 pg/mlと大量に産生すること[54]を明らかにした。 
免疫学においては近年までTGF-β2およびTGF-β3は重要な役割を果たしていな
いと考えられてきており[47, 48, 55]、液性免疫制御に対してもTGF-β1 KOマウス
の形質[56, 57]やTGF-β1を用いた各種検討[47]よりTGF-β1が制御能を有すること
は広く知られているが、TGF-β3の抑制機能については不明なままであった。た
だし、TGF−β3はTGF-β1と同様にTGF-βRIIおよびTGF-βRIを介してそのシグナル
を伝達し、両サイトカインのin vitroにおけるその生物活性は類似していること
が多く報告されている[58]。本研究では、LAG3+ Treg細胞がTGF-β3を大量に産
生することに加え、TGF-β3はTGF-β1と同様にGCB細胞、Tfh細胞の分化を抑制
し、液性免疫を制御することを明らかにした。この研究結果は、TGF-β familyに
よる液性免疫制御にはTGF-β1だけでなくTGF-β3も極めて重要な因子であるこ
とを初めて示したという点で意義深い。一方で、TGF-β3 KOマウスは肺の形成
障害や口蓋裂形成により生後20時間程度で死亡するが[59, 60]、TGF-β1 KOマウ
スは自己抗体産生および多臓器の炎症を認め生後4週程度で死亡することから
[56, 57]、in vivoにおいては異なる機能を有すると考えられている。 
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上述の如く、LAG3+ Treg細胞はEgr2を特異的に発現し、Egr2がその機能
発現において重要な役割を果たしていることが想定される。Egr familyはEgr1か
らEgr4までの4種類で構成されるが、それらの中でEgr2とEgr3はCbl-bの発現誘導
を介してT細胞のanergy誘導に関与することにより、免疫学的恒常性維持に重要
な転写因子と考えられている[26]。また、Egr3はEgr2の機能を補完することが近
年考えらえており、今回の検討においても、Egr2を欠損したLAG3+ Treg細胞は
Egr3発現の代償的上昇を認めた。これらのことは、LAG3+ Treg細胞におけるEgr2
の機能解析に当たっては、T細胞特異的にEgr2、Egr3両方を欠損させたマウスの
作出が必須であることを意味している。リンパ球特異的にEgr2、Egr3を欠損させ
たマウスがループス様症状を呈するという報告があるが[29]、同報告で使用され
ているマウスはT細胞のみならずB細胞も含めてEgr2、Egr3が欠損しており、SLE
病態解明にはT細胞もしくはB細胞特異的にEgr2、Egr3を欠損したマウスによる
検討が必要である。そこで、本研究ではT細胞特異的にEgr2、Egr3が欠損した
Egr2/3 DKOマウスを作出した。Egr2/3 DKOマウスはSLEモデルマウスの典型と
される、皮膚炎、IgG抗体沈着型の糸球体腎炎、脾腫、血清抗dsDNA抗体価の上
昇をEgr2 CKOマウスと比較して早期から認めた。また、Egr2/3 DKOマウスはSLE
に典型的な所見以外に、唾液腺、肝臓、肺、膵臓、胃といった多臓器にも炎症
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細胞浸潤を認めたことより、Egr2およびEgr3はSLE以外のより広範な自己免疫疾
患の制御に関与していることが示唆された。機能性Foxp3遺伝子を欠損した
Scurfyマウスでも皮膚、肝臓、肺、眼結膜を中心に多臓器に炎症細胞浸潤を認め
るが[61, 62, 63, 64]、Egr2/3 DKOマウスで認めた唾液腺への炎症細胞浸潤を認め
る報告はなく、nTreg細胞とLAG3+ Treg細胞はそれぞれ異なる臓器における免疫
学的恒常性維持に関与していることが示唆された。 
 自己抗体産生においては、過剰な胚中心応答が中心的な役割を果たし
ている。Egr2/3 DKOマウスの二次リンパ組織ではTfh細胞、GCB細胞の過形成と
いう胚中心応答の亢進を認め、また、Egr2を発現するLAG3+ Treg細胞の養子移入
によって治療効果が認められたことより、Egr2、Egr3発現は、LAG3+ Treg細胞の
胚中心応答の制御に重要であることが示唆された。一方、Egr2/3 DKOマウスは、
既報[29]におけるリンパ球特異的にEgr2、Egr3を欠損させたマウスと比較して自
己免疫疾患としての表現型は弱かった。このことは、T細胞上のみならず、B細
胞上のEgr2、Egr3発現も免疫学的恒常性維持に関与していることを示唆している。
Egr2は骨髄内のリンパ球性共通前駆細胞 (common lymphoid progenitor: CLP)、
pre-pro B細胞においても発現していることが報告されており、リンパ球上でEgr2
を発現するようにしたトランスジュニックマウスでは、Pax5の遺伝子発現抑制
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を通してpro B細胞への分化抑制に機能することが報告されている[65]。一方で、
Egr2をリンパ球特異的に欠損させたマウスではB細胞の分化異常は生じないと
いう一見相矛盾することも報告されているが[65]、B細胞においても同様に、Egr2
に対してEgr3が補完的な機能持つ可能性を示唆している。Egr3をT細胞、B細胞
特異的に欠損したマウスでは、明らかな自己免疫疾患の発症は認めないことよ
り[29]、T細胞、B細胞上に発現するEgr3は免疫学的恒常性維持においてはEgr2
の機能を補完することにその役割があると考えられる。今後は、B細胞における
より詳細なEgr2、Egr3の機能解析が必要である。 
 TGF-β super familyのうち、TGF-β1、2、3はタンパクに翻訳された後、
細胞内で複数のプロセシングを受け、最終的にmature TGF-β + LAP + LTBPから
形成されるタンパク複合体として細胞外へ移行するといった複雑な分泌過程を
経るという特徴がある[41]。LTBP familyはLTBP-1からLTBP-4の４種類のアイソ
フォームからなる、細胞外マトリックス構成タンパクである[66]。この中で
LTBP-2以外はmature TGF-βとLAPから構成されるsmall latent complex (SLC)と結
合し、SLCの細胞外マトリックスへの貯蓄、また活性化に関与する。LTBP-1は
全身の臓器で発現し[67]、TGF-β1、2、3のSLCいずれとも結合可能であるが、
LTBP-1分泌にTGF-βは必ずしも必須ではない[68]。LTBP-2は肺を主として心臓、
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肝臓、筋肉、胎盤に発現し[69]、LTBP-2 KOマウスは胎生致死となる[70]。LTBP-3
は神経、心臓、骨、筋肉などに発現し[71, 72]、LTBP-3 KOマウスは早期より頭
蓋顔面の骨格異常が出現する[73]。LTBP-3もLTBP-1と同様にTGF-β1、2、3のSLC
いずれとも結合可能であるが、LTBP-3はSLCとの結合なしでは分泌されないと
いう特徴を持つ[42, 43]。LTBP-4は大動脈、心臓、腸、卵巣に発現し[74, 75]、LTBP-4 
KOマウスは大腸癌、心筋症、肺気腫が発症する[76]。LTBP-4はTGF−β1のSLCと
しか結合しない[77]。  
 LAG3+ Treg細胞はTCR刺激後にLTBP-3を高発現しており、Egr2が欠損
することでLTBP-3発現は有意に低下した。また、Ltbp3 siRNAによるLtbp3遺伝
子のノックダウンによりTGF-β3分泌が著しく低下したことより、LAG3+ Treg細
胞におけるTGF-β3分泌には、Egr2およびEgr3を介したLTBP-3発現誘導が必要で
あると考えられた。LTBP-3発現誘導が、Egr2、Egr3による直接的なものか、間
接的なものかに関しては、promoter assayなどを含めたより詳細な検討が今後必
要である。 
	  TGF-β3の機能に関して、本研究では抑制性サイトカインとしての機能
に注目したが、TGF-β3はpathogenic Th17細胞を誘導するという報告もある[36]。
しかし、LAG3+ Treg細胞の養子移入実験では、pathogenic Th17細胞応答亢進を示
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唆する自己免疫疾患は発症しなかった。その理由として、LAG3+ Treg細胞がTh17
細胞の分化を抑制するIL-10も高産生している点が挙げられ、今後TGF-β3とIL-10
の協調作用を研究することは治療応用の側面でも大変重要と考えられる。 
SLEにおいて、Tfh細胞、GCB細胞の過形成による過剰な胚中心応答が
自己抗体産生に関与していることはマウス、ヒト両方において報告されている[1, 
5, 6, 7]。本研究でもEgr2/3 DKOマウスのSLE様病態機序に関して、胚中心応答を
中心に解析を行い、LAG3+ Treg細胞がEgr2、Egr3依存性にTGF-β3を分泌し、
TGF-β3を介してTfh細胞、GCB細胞の形成を抑制すること明らかにした。定常状
態においてLAG3+ Treg細胞はT細胞B細胞境界領域に存在しているが[61]、抗原暴
露されたナイーブB細胞もpre GCB細胞としてpre Tfh細胞とT細胞B細胞境界領
域で一度相互作用した後に胚中心内へ移行していくため、LAG3+ Treg細胞は胚
中心外の段階において抑制をかけている可能性が想定される。また、SLEの自己
抗体産生に関しては、濾胞外のB細胞が関与するということも言われており、
SLEモデルマウスのMRL/MpJ-Faslpr (MRLlpr) マウスでは、自己抗体産生B細胞は
胚中心経由せず、リンパ濾胞外のT細胞B細胞境界領域でプラズマブラストへと
分化すると報告されており[78, 79]、LAG3+ Treg細胞はこのような濾胞外免疫応
答制御においても有効に機能すると推測される。LAG3+ Treg細胞が活性後に胚
 51 
中心内に移行するかどうかに関しては、より詳細な検討を要する。 
 本研究により得られた知見より、SLEを含めた自己免疫疾患に対して、
TGF-β3を用いたサイトカイン療法が有効であることが示唆される。TGF-β1も同
様の液性免疫制御能を有するが、TGF-β1は皮膚・肺を含めた臓器の線維化や[80, 
81, 82]、耐糖能異常[83]を引き起こすリスクがある。それに対してTGF-β3は抗線
維化[80, 81, 82]と耐糖能異常改善[83]といったTGF-β1とは相対する作用を有す
るため、治療応用としてはTGF-β3が適していると考えられる。TGF-β1および
TGF-β3は同一の受容体に結合するにも関わらず、以上のような相反する作用を
持つ原因は明らかでないが、Th17細胞誘導において、TGF-β1はSmad2/ Smad3の
リン酸化経路を促進するのに対し、TGF-β3はSmad1/Smad5のリン酸化経路を促
進するといった異なるシグナル伝達経路が報告されており[36]、TGF-β1と
TGF-β3の作用の違いもこの伝達経路の違いにより生じていることが推測される。
TGF-β3を用いたサイトカイン療法においてはその副作用を最小限とし、その作
用を最大限にするために、B細胞特異的なデリバリーシステムが求められる。近
年、イムノサイトカインという新しい治療法が注目されており、IL-10について
は関節リウマチで臨床治験に入っている[84]。TGF-β3についてもイムノサイト
カイン療法を用いることでB細胞特異的に作用させることが可能かもしれない。 
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 本研究では T 細胞上の Egr2、Egr3 発現が、LAG3+ Treg 細胞による
TGF-β3 産生を通じて液性免疫制御に重要であることを明らかとし、T 細胞上の
Egr2、Egr3 の発現異常は、LAG3+ Treg 細胞による TGF-β3 の分泌障害を引き起
こし、SLE をはじめとする自己抗体産生を特徴とした自己免疫疾患の発症誘引
となることを示した。さらにこれらの知見は、LAG3+ Treg 細胞および TGF-β3
が自己免疫疾患に対する重要な治療ターゲットとなり得ることを示唆しており、
本研究は SLE を含む自己抗体産生機序を介する自己免疫性疾患の新規治療薬開
発の重要な礎となると考えられた。 
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